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江浙 盎 蛇 (Agkistrodon halys Pallas) 是 属于 峡 科 属 的 有 毒蛇 。 昨 蛇毒 成 份 比较 复杂 ， 但 其 中 所 含 
的 量 是 神经 毒素 (agkiscrodotoxin，ATX)， 是 主要 的 神经 毒性 成 分 ， 它 具有 磷脂 酶 A (PLAs》 活 性 ， 是 
一 种 阻碍 神 径 肌肉 接头 传递 的 罕 触 前 神经 毒素 ， 可 导致 递 质 轰 放 机 制 失 活 ， 从 而 引起 动物 中 毒 。 本 室 发 
现 江浙 产 蛇 的 血清 能 中 和 自身 蛇毒 的 神经 毒性 ， 说 明 峡 蛇 血 清 中 有 神经 解毒 因子 存在 。 本 室 普 从 华南 
眼镜 蛇 (Naya naja atra】 血清 中 分 离 得 到 解毒 因子 CSAP (cobra serum antitoxic protein)， 但 江浙 产量 蛇 
血清 解毒 因子 的 研究 未 见报 道 ， 本 文 建立 了 该 因子 的 分 离 纯 化 方法 ,并 对 一 些 性 质 及 解毒 机 制 进行 了 初 
步 探讨 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试剂 Sephadex G 一 25、Sephadex G 一 150， 购 自 Phamnacia 公司 ; DEAE 一 cellulose 32 购 自 What- 
man 公司 ; 凝 胶 电 泳 油分 子 量 标准 蛋白 (MW 10 一 100 kD) 及 Sephadex G- 150 柱 层 析 测 蛋白 质 分 子 量 
标准 蛋白 (MYW 30 一 140 kD) 购 自 Sigma 公司 ; 其 他 试剂 均 为 国产 AR 或 CP 级 。 

1-2 量 蛇 血清 ” 采 自 浙江 天 台 县 ， 断 头 取 血 ， 分 离 血清 一 20 保存 ， 使 用 前 慎 56 筷 水 浴 中 降 毒 30 min， 
离心 ， 上 清 被 备用 。 

1.3 量 蛇 毒 ” 采 自 浙江 天 台 县 ， 冻 干粉 一 20 亿 保存 。 

1.4 量 蛇 神经 毒 ATX 的 制备 ， 按 陈 远 聪 等 方法 进行 - 


2 结果 


2.1 由 蛇 血清 神经 解毒 因子 的 分 离 纯化 ”1) 硫酸 迄 分 级 沉淀 : 取 新 鲜血 清 10 mL (47.1 mg/mL) 加 mlL 生 
理 盐水 稀 杰 后 ， 加 亿 和 硫酸 铂 溶 液 到 0.4 亿 和 度 ，4C 静 止 1h， 离 心 取 上 清 液 加 固体 (NHI)2SO 达 0.7 饱和 
度 、4 人 放置 5h、 吸 滤 ， 滤 饼 透 析 除 盐 后 上 DEAE- 了 2 娃 维 素 柱 。2) DEAE 一 纤维 素 柱 层 析 ， 经 硫酸 铁 分 级 沉 
淀 后 的 样品 ， 以 0.01 molxL pH 4.8 柠 权 酸 - 柠 权 酸 钠 缓冲 液 平 衡 过 夜 ， 上 柱 (2.6 cnx22 cn)， 分 别 用 食 0.05 
molL，0.10 mobML，0.15 molEL，0.20 mel 及 0.50 molL Nacd 的 相同 缓冲 液 作 樟 度 诉 脱 ， 流 速 18 mL/h， 得 
4 个 蛋白 峰 ， 经 抗 毒 活 性 鉴定 ，I、I 峰 为 活性 峰 。3) 不 连续 聚 丙烯 酰 驼 凝 胶 垂 直板 电泳 分 离 : 分 离 胶 浓度 
7.5% ， 党 缩 胶 浪 度 3% ， 分 别 用 bpH8.9 和 pH6.7 Tis -HOC 缓冲 液 配 腕 ， 凝 胶 板 0.2 enx9.5 emx1ll em, 将 
上 述 的 I 或 [ 妖 冻 干粉 10 mg 溶 于 10 mL 样品 稀释 液 中 ， 进 胶 、 以 甘 氮 酸 一 is pH8,3 缓冲 液 电泳 ， 泳 毕 显 色 
后 ， 切 下 活性 区 带 、 用 燕 馏 水 于 4 已 浸 泡 提 取 24 h， 吸 滤 ， 滤 液 经 PAGE 检查 后 ， 将 北 胶 电泳 均一 的 抽 提 液 合 
并 ， 演 缩 脱盐 、 真 空 干燥 得 解毒 因子 I、I[; 
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2,2 量 蛇 血清 神经 解毒 因子 的 有 关 性 质 1) 纯度 鉴定 : PAGE 此 胶 浓 庆 及 电 访 杀 件 与 垂直 板 凝 耽 电 汪 
相同 ， 取 解毒 因子 各 0.1 mg 于 0.5 cm 7 em 凝 胶管 中 电泳 ,以 凤 蛇 血清 必 对 照 ， 两 者 在 电泳 融 上 均 呈 
单一 染色 带 ， 其 中 解毒 因子 工 在 清 蛋 白 区 域 。 

2) 分 子 量 测定 ，SDS 一 PAGE 涂 胶 系统 为 0.1%SDS 一 Tris 一 HCl 不 连续 和 系统， 分离 胶 浓度 7.5% ， 
浓缩 蒋 浓度 3%， 所 用 标准 蛋白 为 人 酸化 酶 BB、 牛 血清 白 蛋 白 、 肌 动 蛋白 ，、 碳 酸 栈 酶 、 烟 草花 叶 病 毒 外 
过 和 蛋白、 结果 测 得 解毒 因子 1、 玫 分 子 量 分 别 为 138 kD 及 75 kD。Sephadex GG 一 150 北上 胶 过 滤 法 测 分 子 
量 , 柱 1.3 cemXx98 em， 用 0.025 molxL RCI-0.2N CHyCOOH 溶液 洗 脱 ,流速 20 mL/h， 所 用 标准 蛋白 
为 骨 蛋 白 酶 、 卵 清 蛋 白 、 牛 血清 白 蛋 白 、 三 性 碰 酸 酶 .结果 测 得 解毒 因子 、 本 分 子 量 分 别 为 137 kD 及 
77 kD。 两 法 测 得 结果 相似 ， 说 明 解 毒 因 子 工 、 开 均 为 单一 多 肽 链 ， 且 解毒 因子 开 与 血清 白 蛋 白 分 子 量 
相近 。 

3) 抗 毒 效 价 测定 ， 取 试管 3 支 ， 每 管 扣 0.5 mgz“mL 浓度 的 解毒 因子 0.5mL， 以 25 的 递增 量 以 
次 加 入 ATX， 并 补 加 生理 盐水 至 各 管 均 为 ?mL， 混 与 后 冒 37f 保温 30 min 取出 ,以 每 稀释 度 混 合 物 
0,2 mL 腹腔 注射 于 18 一 22 g NIH 雄 性 小 白鼠 各 8 只 ， 观 察 ?4 h， 以 完全 不 死 的 最 高 稀释 度 为 血清 解毒 
因子 的 阁 价 ， 结 果 表 明 : 0.5 mg 的 解毒 蛋白 工 、 工 可 分 别 中 和 0.4 及 届 Smg 的 如 妮 神经 毒素 。 

4) 解毒 因子 对 ATX 的 PLA; 活性 影响 : 按 Kawauchi 方法 测定 PLA; 活性 ， 以 10 mL 卵 磷脂 为 底 物 ， 
0.5 mg 解毒 因子 1、 与 等 量 赂 蛇 神 经 毒 束 混 合 后 分 别 使 ATX 的 PLA: 活性 降低 29 哆 及 4d9%‰， 即 由 原 
来 的 2.36 nm mo (Lr'mg*mm) 下 降 至 1,72pg mol/ (L'mg'min) 及 1,2p mo (Lmg'min)。 


3 讨论 


江浙 晓 蛇 血清 经 盐 析 、 离 子 交 换 层 析 及 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 电泳 等 步骤 分 高 纯化 得 到 两 个 电泳 纯 的 解毒 
蛋白 , 用 SDS- PAGE 涂 胶 电泳 和 Sephadex G- 150 凝 胶 过 滤 测 得 解毒 因子 分 子 量 分 别 为 138 kD 和 76 kD 
左右 ， 且 均 为 单一 多 肽 链 ， 其 中 解毒 因子 开 在 清 蛋白 区 域 。PLA: 活性 测定 结果 表明 : 解毒 因子 1 、J 
分 别 与 等 量 的 如 蛇 神经 毒素 混合 后 可 使 后 者 的 PLA, 活性 分 别 降低 29 负 及 49 史 ， 说 明 解 毒 因 子 具 有 抑制 
PLA; 活性 作用 。 关 于 ATX 的 独 经 毒性 与 它 的 碍 卓 酶 A, 活性 之 间 的 关系 还 没有 完全 摘 清 楚 ， 关 于 ATX 
的 作用 袍 制 亦 有 不 同意 见 。 有 研究 者 报道 : ATX 作为 一 种 突 触 前 神经 毒素 先 与 运动 神经 末梢 上 一 个 特异 
的 突 触 前 部 位 结合 、 随 后 PLA; 水 解 神经 未 梢 膜 结 构 的 克 脂 ， 膜 结构 被 破坏 ， 通 透 性 改变 、 导 致 递 质 群 
放 视 制 失 活 ， 从 而 引起 动物 中 毒 。 由 此 看 来 ，ATX 的 PLA。 活性 与 其 神经 毒性 之 间 有 一 定 的 关系 ,但 也 
有 相反 的 报道 。 鉴 于 本 文 研究 结果 ,作者 推测 江浙 量 蛇 血清 解毒 因子 抑制 ATX 的 PLA: 活性 与 降低 其 神 
经 毒性 之 间 有 一 定 的 相关 姓 。 另 外 ， 抗 毒 效 价 测定 结果 表明 ， 解 毒 因子 与 等 量 的 ATX 混合 ， 基 本 完全 
中 和 ATX 的 神经 毒性 ， 说 明和 解毒 因子 虽然 能 使 ATX 的 PLA, 活性 和 突 触 前 神经 毒性 都 迅速 下 降 ， 但 后 
者 的 速度 超过 前 者 。 提 示 江 浙 晚 蛇 血 清 解 毒 因子 除了 能 抑制 PLA; 活性 外 、 还 可 能 作为 竞争 性 抑制 剂 阻 
断 ATX 与 神经 突 触 的 结合 ， 凡 而 换 制 ATX 的 神经 毒性 ， 此 点 尚 待 进一步 研究 证 实 。 
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